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Kepentingan Kajian Struktur dan Fungsi Protein
Enzim terlibat dalam pelbagai rangkaian tindak balas metabolisma yang terdapat pada organisma hidup. Enzim
kebanyakannya terdiri daripada protein. Tanpa pengetahuan tentang struktur protein, fungsi sesuatu protein

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seperti enzim tidak dapat difahami. Pengetahuan mengenai struktur dan fungsi enzim ini banyak membantu
dalam mencegah atau memerangi wabak berjangkit seperti denggi, tuberkulosis, HIV, taun serta sebarang
penyakit berkait metabolisma tubuh seperti anteroskelerosis, anemia, fenilketonuria, diabetis dan lain-lain.
Sebagai contoh, dalam wabak Covid19 yang telah menjadi pandemik pada awal 2020, sementara menunggu
vaksin tiba, ubat berbentuk anti-viral tersedia menjadi pilihan untuk memulihkan pesakit. Untuk menguji ubat
tersebut, pengetahuan mengenai struktur protein amat diperlukan. Protein pancang (spikes) pada permukaan
virus telah menjadi fokus dalam kalangan para penyelidik kerana Virus Covid 19 memerlukan protein ini untuk
berpaut pada penerima (reseptor) protein yang terdapat di permukaan sel-sel  tisu epidermal salur pernafasan
manusia (Rajah 1). Pengetahuan mengenai struktur protein pancang dan  struktur protein reseptor manusia
menjadi kunci kepada kejayaan membangunkan ubat atau vaksin. Kaedah pengkomputeran bioinformatik
digunakan untuk mensimulasikan saling-tindak antara bahan bakal ubat dengan protein reseptor manusia.
Sebatian yang berpotensi j ika ianya berjaya,  dapat menghalang proses pemautan di antara virus dan sel
manusia. Oleh itu, boleh dikatakan tanpa pengetahuan struktur protein, proses pembangunan ubat atau
terapeutik tidak dapat dilakukan. Bagaimana pula struktur protein diperolehi atau diketahui? Dalam kajian
biologi struktur terdapat 3 teknik utama yang digunakan untuk mempelajari protein. Teknik-teknik ini
termasuklah;
i) Kristalografi Sinar-X Protein,
i i) Spektroskopi Resonans Magnet Nukleus atau Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR); dan
iii) Mikroskopi Elektron Krio atau Cryo electron microscopy.
 
Rajah 1 Panel kiri : Kedudukan protein pancang (spikes ) pada permukaan Virus Covid19. Panel kanan:
Struktur protein pancang yang diperoleh secara kaedah Cryo EM. Rajah kiri menunjukan posisi molekul
dalam arah bawah, domain perlekatan reseptor (reseptor binding domain, RBD) menghala kearah
bawah. Rajah tengah adalah dalam arah ke atas; dan rajah paling kanan adalah protein pancang dari
virus Sars bagai perbandingan . Sumber : Geekwire
 
Bagaimana struktur protein diperoleh?
Kristalografi Sinar-X Protein adalah satu teknik pencirian yang telah mendominasi kajian struktur dan fungsi
protein. Walau bagaimanapun, terdapat beberapa teknik lain yang digunakan untuk mengenal pasti struktur
protein. Salah satu teknik yang boleh digunakan adalah Spektroskopi Resonans Magnet Nukleus atau Nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR). .  Teknik NMR telahpun diguna dengan meluas dalam kajian bahan
bukan protein seperti molekul-molekul yang lebih ringkas lain. Oleh itu, dalam memperoleh struktur protein,
teknik ini adalah agak terhad kerana struktur protein yang lebih besar dan kompleks berbanding molekul kecil .
Oleh itu teknik ini terhad kepada protein yang bersaiz agak kecil sekitar 60 kDa atau ke bawah sahaja
(kebanyakan saiz protein melebihi saiz ini) .  Seterusnya, para saintis telah membangunkan satu lagi teknik baharu
untuk memperoleh struktur protein. Teknik ini dikenali sebagai kaedah Mikroskopi Elektron Krion atau Cryo
electron microscopy (Cryo-EM). Teknik ini dijangka dapat mengatasi beberapa masalah yang dihadapi ketika
proses pengkristalan protein.
Berdasarkan sumber pengkalan data struktur protein (Protein Databank, PDB) kaedah Kristalografi Sinar-X
Protein menyumbang kepda 120, 000 struktur protein (90%), 12, 000 struktur (10%) adalah melalui kaedah NMR
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dan sedikit sekali daripada Cryo-EM. Cryo-EM adalah kaedah yang terbaru dibangunkan dan sungguhpun ia
menyumbang hanya sedikit struktur protein, pertumbuhan dalam kaedah baharu ini dilihat begitu pesat
Konsep Pengkristalan
Kristal terbentuk oleh zarah-zarah yang tersusun secara padat dalam satu fasa bendalir atau pelarut. Proses
pengkristralan ini adalah salah satu proses semulajadi seperti pembentukan salji atau pembentukan partikel
tepu dalam cecair seperti penghasilan garam. Misalnya bagi larutan yang sudah mencapai tahap tepu,
keterlarutan bahan zarah berubah apabila suhu persekitaran yang panas berubah ke suhu sejuk. Penyejukan
akan mencetuskan pembentukan kristal.  Kristal dapat dibentuk apabila satu larutan itu berada dalam keadaan
tepu lampau (supersaturated). Mampukah protein membentuk kristal seperti garam? Protein merupakan
biomolekul penting dalam organisma hidup yang memiliki struktur tiga dimensi unik . Dalam proses penyediaan
kristal, protein diaruhkan untuk pemendakan dan keluar dari larutan.
Kaedah resapan wap atau dikenali vapour diffusion method adalah teknik sering digunakan dalam penyediaan
kristal protein (Rajah 2). Proses ini berasaskan sejatan air dari larutan protein secara perlahan. Proses
kehilangan air secara perlahan ini menyebabkan cecair protein semakin beransur pekat dan seterusnya
memasuki fasa tepu lampau. Pengkristalan berlaku apabila protein berada dalam fasa ini.
 
Rajah 2: Kaedah resapan wap adalah teknik lazim dalam menyediakan
kristal daripada protein. Prinsip asas teknik ini adalah larutan protein
disejat secara beransur-ansur untuk mencapai tahap kepekatan tepu-
lampau. Terdapat pelbagai keadah resapan berwap contohnya; i). Titisan
tergantung, ii) Titisan lapis sandwic dan iii). Titisan duduk. (Adaptasi dari
researchgate)
 
Kepentingan Sinar X dan Kajian Struktur Protein
Sinar-X, atau X-ray, adalah satu-satunya gelombang elekromagnet yang boleh digunakan untuk mengenalpasti
struktur sebenar tiga dimensi sesuatu atom atau molekul. Dari segi sejarah, sinar X mula ditemui seawal tahun
1895 dan kristal sejenis bahan bukan protein iaitu heksametilenatetramina mula diperoleh pada tahun 1923.
Kemudiannya struktur protein mioglobin daripada ikan paus sperma (sperm whale) telah diperoleh buat pertama
kali pada tahun 1958. Dalam proses Kristalografi Sinar-X Protein, Sinar-X yang bertenaga tinggi akan ditujukan
ke arah kristal protein (Rajah 3). Sinar-X yang menembusi kristal akan diserakkan ke pelbagai arah (pembelauan)
dan ia dikesan oleh peranti atau layar pengesan elektron. Proses pengesanan ini seakan-akan serupa dengan
konsep pengesanan cahaya pada kamera digital. Dalam proses belauan ini, sinar mengalami pantulan
disebabkan Sinar-X yang bercas negatif berinteraksi dengan elektron bercas negatif yang terdapat pada atom
dan molekul kristal. Sewaktu dituju Sinar-X dalam satu arah, kristal protein diputarkan pada sudut pusingan
tertentu. Ketika ini, corak serakan Sinar-X yang terhasil dari pelbagai sudut dirakam dan ini membolehkan corak
belauan Sinar-X secara tiga dimensi diperoleh. Arah dan keamatan sinar yang diserak oleh kristal yang terakam
akan dirangkum semula secara digital untuk membina satu imej struktur tiga dimensi protein (Rajah 4). Dalam
kajian pengkristalan protein, jarak sekecil Ångstroms (Å) ialah unit yang sering digunakan (1 Å = satu persepuluh
nanometer). Jarak gelombang Sinar X dalam lingkungan 0.5 ke 1.5 Å adalah sesuai digunakan untuk menentukan
struktur protein kerana ini adalah julat jarak di antara atom-atom. 
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Rajah 3. a). Atom Kristal tersusun secara rapi pada sela jarak d.
Apabila cahaya (Sinar X) ditujukan kepada barisan atom, setiap sinar
pantulan akan bertindih secara membina dan menghasilkan titik
tumpuan seperti yang ditunjukkan pada corak serakan yang
terdapat pada b). (Adaptasi dari wikipedia)
 
Rajah 4: Kristal protein digunakan dalam proses penentuan struktur 3 dimensi
protein. Makluman dari pembelauan Sinar X terhadap kristal protein
menghasilkan data yang dapat diterjemahkan ke dalam bentuk keamatan




Terdapat tiga komponen utama diperlukan untuk membina struktur tiga dimensi protein. Komponen-komponen
ini terdiri daripada i) .  Kristal protein, i i) .  Sumber Sinar-X, dan ii i) .  Layar pengesan serakan. Proses Kristalografi
Sinar-X memerlukan kristal protein berkualiti .  Untuk membentuk kristal, beberapa kriteria perlu dicapai. Protein
yang membentuk kristal perlu dalam keadaan struktur asli ,  bukan dalam keadaan ternyah asli .  Protein tidak
seperti garam, dimana garam mudah dikristalkan dalam bentuk hablur. Ini disebabkan protein itu sendiri
merupakan biomolekul, dan ia adalah sedikit fleksibel dan tidak begitu tegar seperti garam. Fleksibiliti ini sesuai
dengan fungsinya sebagai enzim. Sebelum ianya dapat dikristalkan, protein juga perlu mengalami proses
penulenan terlebih dahulu. Proses penulenan protein tidaklah mudah kerana proses ini memerlukan protein itu
diklonkan terlebih dahulu ke dalam bakteria seperti E. coli atau Yis, dan dipadatkan secara kuantiti banyak untuk
membolehkan pengkristalan dilakukan.
Seterusnya, kristal akan dihadapkan ke gelombang Sinar-X. Apabila Sinar-X menembusi kristal, ia akan dibelau
dan dipantulkan secara serakan ke merata arah. Serakan ini berupa suatu corak yang terbina dengan titik-titik
tindanan pada layar pengesan elektron. Imej sinar dirakam sementara kristal protein diputarkan pada platform.

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Imej-imej pada arah yang berbeza dapat diwujudkan yang kemudiannya ini dirangkumkan semula untuk
membentuk apa yang dikenali sebagai peta padatan elektron (electron density map). Peta ini adalah gambaran
awal imej protein secara tiga dimensi. Secara lazimnya, imej yang terbina ini agak mentah dan ia masih perlu
diperbetulkan. Para pakar bioinformatik dan struktur protein akan melihat dan memperbaiki imej sebelum
menghasilkan model protein yang sebenar. Kualiti imej yang terhasil amatlah bergantung kepada kualiti kristal.
Teknik yang digunakan dalam membentuk kristal juga mempengaruhi kualiti kristal protein. J ika kristal agak
kurang kemas, misalnya jika susunan kekisi molekul protein di dalam kristal tidak begitu sekata, ini akan
menjejaskan imej elektron yang terhasil .  Oleh yang demikian, proses penyediaan kristal amat penting dalam
kajian struktur protein.
 
Kaedah Elektron Mikroskopi Krio atau Cryo-EM sebagai revolusi baharu dalam sruktur
biomolekul
Cryo-Em agak sedikit berbeza daripada teknik Kristalografi Sinar-X Protein. Sampel protein yang digunakan
adalah dalam bentuk cecair. Sampel protein kali ini bukan lagi dalam bentuk kristal, tetapi dalam bentuk lapisan
tipis cecair berupa filem. Ia disediakan dalam bentuk rawatan-krio atau cryopresevation.  Filem nipis ini
sebenarnya dibeku (cryo) secara serta-merta dengan bahan seperti cecair nitrogen.  Sungguhpun teknik ini
masih menggunakan sumber sinar elektron tetapi ia dari jenis yang lebih berkuasa lebih tinggi. Seperti juga
dalam proses Kristalografi Sinar-X, sinar elektron akan dibiarkan menembusi lapisan filem beku ini dan proses
pembelauan sinar menghasilkan imej yang dapat dirakam (Rajah 5). Imej protein dari pelbagai sudut dan
orientasi dihasilkan dan disatukan melalui kaedah statistik pintar untuk membina bentuk atau model protein
sebenar. Buat masa ini, masih terdapat kelemahan dalam teknik ini terutama dari segi resolusi berbanding teknik
kristalografi .
Walaubagaimamnapun, Cryo-EM masih mempunyai kelebihan berbanding kaedah Kristalografi Sinar-X Protein.
Protein tidak perlu mangalami proses pengkristalan rumit dan ini memberi banyak kelebihan memandangkan
tidak semua protein mudah terhablur. Penyelidik sedang giat membangunkan teknik ini agar tahap resolusi
kaedah Cryo EM dapat dipertingkatkan lagi. Teknik Cryo EM merupakan teknik yang paling mutakhir
dibangunkan dan diperhatikan berkembang dengan begitu cepat dan pesat, serta dijangka bakal
mendominasikan teknik untuk memperoleh struktur protein. Namun, ada juga pendapat mengatakan kedua-dua
teknik Kristalografi Sinar-X Protein dan Cryo-EM ini dijangka menjadi pelengkap diantara satu sama lain pada
masa akan datang.
 
Rajah 5 Panel Kiri: Kaedah Mikroskopi Elektron Krio (cryo-EM). Sinar elektron ditembak menerusi lapisan
protein nipis terbeku menerbitkan imej yang diperbesarkan dan dirakam pada layar pengesan. Imej
protein dibina menggunakan imej-imej yang banyak (Gambar diadaptasi dari Standford ) Panel Kanan:
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